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Faktoren k6nnttn madizinisch* Anw*ndimg bei der Hailung von 
SchSden und dar Behandlunff von dagenerativen Erkrankungen dsr 
Knochen und/oder anderen Gswebearten, wie ecwa z.B. Hier* 
odfir Leber/ findeii« 

is der Patentanmeldung PCT/EPS3/003S0 ist eine Nukleotid- und 
Aminos&ureaequenz fur das TGF-fi-Protein MP-52 angegaben, 
wobei die dem reif en Peptid entsprechande Sequenz und e±n 
QroSteil der dem Propeptid von MP-52 enteprechenden Saquanz . 
angegeben iat. Die vollstandige Sequanz dee Propeptide MP-52 
wird nicht offenbart. 

Die der vorlieganden Erfindung zugrundaliegande Aufgabe 
besteht darin, DNA-Seguenzen bereitzuetellen, die fur neue 
Mitglieder der TGF-£-Proteinfartilie mit vdtognM und/oder 
differenzierungs-induktiven, s.B. onteo-induktivem Potential 
codieren. Insbeeondere beeteht die Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung darin, die vollstandige DMA- und Aminoa&ureaequen* 
des TQP-Proteins MP- 52 bereitauetellen. 

Diese Aufgabe wird geloat durch ein DNA-Molekul , dae fur ein 
Protein der TGF-S-Familie codiert und 

(a) den fur a** reire Protein codierenden Anteil und gegebe- 
md£.11> weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID SO. 1 
eezeigtenNukleotidsequenz, 

Cbj eine der Sequel aus (a) im aahmen der Degeneration dea 
genetischen Codes entsprachende Nukleotideequen*. 
<c> einei» allelischen Derivat einer der sequervzen aus <*> 
und (b) ehteorechende Nukleotidsequenz, oder 
( d ) eine mit einer der Sequenzen aus (a) , (b) oder (c) 
hybridieierande Sequenz umfafit 

uLr der Vorauaaetsung . daS ein DNA-Molekul gemafi <d> *umin- 
Test dtn f.r ein reifes Protein **- W -S-r«lli. codierenden 

Anteil ftnth&lt . 

„.i tOT MB «ihrung.^rm e n *, vorUeg^n »f 1M» I bea- 
ten den o.gen.tand der W*" = «" 3 '" MsrtoilS 
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. . *us dar Beschreibung dar , 

bev .«ugt e n ^sffchrungsfo^en und besohrie . 
Se <,u e n*protc*olle und Z.ich.ungen werden 3 .t« 
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. ic > «* H «'" UOT9 f I^, le «I verbena Tier-. 

^JLti- l» «« """^rl. d£ v.«endun S von 
« n wvor.ugt, ai. "•I'j* „ irt ,«n« n.oh«.l.*« i«- 

dl « Bit .m.r ' iepi . le von 
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Stature* kennan sich ebanfalla £*r klinische Anwendungen 
geeignet erweisen. 

Die biologi.c)»n Eig.n.=h«£t™ der artindungag.milUn Protai- 
inabaLdere M 1cog*» — ""''^T ,T,T»T 

%TJl\£ «Z» »»» 78 119911 • 7 - M " 7,M 

Bin waltarar 3ag.n.«nd dar vorliagandan Erfindung 1st .in 

... dar 3.11. odar/und d«n Kalt^baratand g aw. one. 

aolehaa verfahren .frte di. Kuitlvi^g d« 

Mrcesalle in .in™ g..l«m««> Kulcuwadium 41. Mining 

^lichH.. verf.hr.n «U Har.t.Uung ain« .usraichanda,, 

£L MtaLu* .dar in to «endon S .n J'™*^ 3 ™ 

Z alltalturt»=hnil«n. b.i d.n.» "T lllla 

od.r B coli, ail Pill, wi. .MS H«£., eiM Mltt.«»U., «• 

SI.! inabas.nda*. .!» «irbel ti «.. l Hni. »1. «o-. 
C0S . odar CKO-ZaUinian =d.r .!». In.aKan.am-. ..in. 

No ch .in w.i«r.r Caganstand der vorli.gandan Brfindung isc 
* X^Z allung « phar^auti^an *u.a™ns.«uns.n, 
dl. aln- BtarmiMUtiMh wirk.ame Mange eina. arf^agag.- 
SLI g.n Promina .1. -H-tott *»*~ 

.toft. Bine seiche phar^euti^he wng 

Heiluag von Xnochen-, Xnorpal-. Bindegeweba- , 8ohl.i« 
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haut-, epithelial- oder Zahnechadigungen und bai Zahnimplan- 
taten'entweder alleine oder in Kombination mit anderen Wirk- 
■toffen, a.B. anderan Protainen der TGF-S-Faroili« oder Wachs- 
eumafaktorsn, wis etwa BGF (epidermal growth factor) odar 
PDGP (platelet derived growth factor) varwendet warden. 
Perner kaim eine solcha pharmaseutischa ZueaTamansetzung bai 
der Krankheitspravention, wie i.B. zur Prevention von Oatao- 
porose und Arthrose verwendet werden. 

Bine andere mogliche klinische Anwenduag dea arfindungsgama- 
Sen TGF-S-artigen Proteins 1st die Varwandung als Suppressor 
der Immunreaktion zur Vermeidung der Abstofiung von Organ- 
tranaplantatan oder ein Einsats im Zusatmnenhang mit der 
Angiogenese. Die erf indungsgemaBe pharma B eutische Zusa<nmen- 
setsung iwm auch prophylaktiach odar in der koamecischen 
Chirurgie varwendat verden, Waiterhin ist die Anwendung der 
Zuaammensetaung nicht auf Midfan baschrtokt, aondem kann 
auch Tiere, insbesondere Haustiere umfassen. 

SchlieSlich lit weiterer Gaganatand der vorliegendan 
srfindung ein Antik&rper, der *».i£±.°h an d e 
gaeAfSen Protaine binden kann, oder ein derartigea Antikorper- 
fragment U.B. F*b oder Fab'). verfahran zur Hexctellung 
einen aolchen apazifiachen Antik6rpars oder Antikorparf rag- 
menta gehoren sum aligemeinen Faohwia^n dea nurchschnitta- 
fachmanna, Vor^ugeweise ft ein aolcher AntikSrper einjnono- 
klonaler Antikfirper. Solcha Antikorpar cder Antikfirper.rag- 
menta k6nntan aich aucfc fur diagnoatiache Metboden eigne*. 

Weiterhin soil die Erfindung durch daa folgende Beispisl 
varanaeh'aulicht werden. 



laolierung von MP-S2 



1 1 Geoamt- RMA wurde aua measehlicham Etnbryonalgewaba (6 bis 
9 wochan alt) nach der Methode von Cfcirgwin et ai.. 



PCT/EP*4i02£30 

WO 95/M8I9 

- 10 - 

v -.trv 18 (1979), 5294-5299 iBOliert. Poly(A*)-««A 
wr de aus d*r Seeamt-RNA aur (Stratagem 
phie gmtt den Vcrsehrif ten dea Hosteller 
Poly IM Quiflk-«»>1«) abgetreimt. 

,.,»»..» ~* beaten Mitgl £* 9 ™ KonMr , la «» g 

s «wc rf .n. Eia '«*^ l S* na L«-. . 
geaeigt. Zur Erl.iahwruna « und 00 «t- 

hielt ausit alien ems 



5' -X8£tftiW e • 
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Bfti dar PCR-K-Ktion » * »£jrf. t . Die Beaton 

hielt 1 * PCR-?uffer <«. ^ EDTA> l0 

T ris/HCl PH 8,8, 2 *™olA «^1 . xinder 3 erumBl bumin 

(Gibco) . 200 ,*ol/l von J-— lPft 
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von jedem OligonuJaeotid (OD und OID) und i |S u Ta* 
Polymerase fAmpliraq, Parkin Elmer Cetus) . Dae Raak- 
tlonsgemisoh vurde mit Paraffin fibarachichtet und " 
l rd<ffl 40 PCR "^1« durchge£<lhrt. Die Produkte der 
PCR-Reaktion wurden durch Phenol /Chloroform- Exfc r*ktion 
gsreinigt und durch Efchanolprazipi cation konzentriert . 

Das PCR-Reakfcionsprodukt wurde mit den Reatriktiona- 
enzyman Sphr (Pharmacia) und AlvNl (Biolaba) eutapre- 
chend den Vorachriften des Heretellere gespaiten, 

1.6 Dia Produkt* d«r Rsatriktionaapaltung durch 

Asaroaegelelektrcphoreae fraktioniert. Nach Anfarbung 

mit Bthidiumbromid wurden nicht geapaltene jtapUM.il- 

ru„ gflpro dukte aua den, Gel herausgeachnitten und durch 

Phenolaxcraktion ieoliert. Dia erhaltene DMA wurda 

anachlieSand zweimal duroh t>henol/Chloro£or*. S xtxakticn 
gareinigt. 

1.7 Nach einer Bthanolprazi P it a fc ion wurde ein Viertel oder 
sin Ffiaftel der isoliertan DMA raamplifizierfc, wobei dia 
gleiohen Bedingungen wie fflr dia primare Ampliation 
vexwendat wurdan, aufiar da* dia Anzahl der Zyklen auf 13 
verringart wurda. Dia Reamplifiziarungaprodukte wurdan 
Srexeinigt, mit den gleicben Enzymen wie oban geachnieten 
und dia ungeaehnittanen Produkte wurden, wi a cban fflr 
die Amplifiaierungaprodukfea erlauterfc, aua Agarosagelan 
isoliart. Dar Rasunplifizierungssohritt wurda zweimal 
wiadarholt . 



1.8 Nach der letztan Isolierung aua dam Gel wurden die 
Anrplifizierungsprodukte dureh 4 0 BcoRi (Pharmacia) 
untar dan votn Herateller empfohlenen Bedingungsn geapa i- 
ten. Sin Viertal dea Reatriktionagemischea wurda in den- 
mit BcoRl geapaltenen Vektor pBluescriptll SK + (strata- 
gene) ligiart. Nach Ligiarung wurden 24, Klone durch 
Sequenzierung waiter analysiert . Die mit AlwNI und Sphl 
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gespaltene Probe ergab eine neue Sequent, die fcl* mp-52 
bezeichnst vurde. Die anderen Klone enthielten uber- 
wiegend BMPS-Saquen2an und einer enthielc eine BM?7-fie- 
quens . 

Der Klon wurde sum 3' -Ende der cDNA nach der ausfuhrlich von 
5>rahma»n (Amplifications, verBf f entlicht von . Perkin-Elmer 
Corp.', issue 5 (1990), PP 11-15) baschriebenen Methods ver- 
vollitladigt. Die gleiche embryonal* mRNA, die zur leolierung 
dea eraten Fragments von" MP-S2 verwendet worden war, wurde, 
vie oben besehrieben, revera tranakribiert . Dim Amplifi*ie- 
rung er£olgte unter Verwendung dee AdapterprimerB 
(AOAATTCQCATOCCAK3GTCC3ACQ) und eines inneren Primers 
( CTTGAGTACGAGGCTTTCCACTG) der MP-S2-Sequens . Die Amplifisie- 
rungsprodukte wurden unter Verwendung eines fiberlappenden 
Wapterprimera (AOTCOCATOCCaTGQTaaACGAAG) und eines Obsr- 
leppenden intemen Primer* (gGASCCCACQAATCATGCAGTCA) der 
H p. 5 2-Seguene reamplif isiert . Die Reampliiisierungsprodukte 
wurden nach Restriktions^paltung mit Ncol in einen auf glex- 
che Weiee gespaltenen Vektor (pUC 19 (Pharmacia vr. 27-4951-- 
01) mit einer geanderten multiple Klonierungs Stella, die 
eine aingulftre Ncol-Restriktionsstelle enth&lt) kloniert und 
ee^enaiert. Die Klone wurden durch ihre Sequensfiberlappung 
am 3' -Ende der bekannten HP-52-Sequenz charakterisiert . Einer 
davon wurde ale Sonde zutn Screening einer bumanen genomxechen 
Genbank (Stratagene Mr. 946203) naeh einer ausfuhrlich bei 
Ausubel et *I. (Current Protocols in Molecular Biology, 
veroff entlicht von Greene Publishing Associates und 
Wiley- Interscience (1999)) beschriebenen Methode verwendet. 
Aua B x 10 s X Phagen wurde ein Phage (Xa.7.4) isoliert, der 
eine Insertion von «t%« 20 kb enthielt, und bei DSM unter der 
Hinterlegungsnummer 7367 hinterlegt. Dieser Klon enthalt 
neben der aus tnRNA durch die beschriebenen 
Amplifiaierung B methoden iaolierte Sequenz waiters Sequenz- 
inf ormationen am 5 ' -Ende . 
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Zur Sequanzanalyae wurae ein Hindi I I -Fragment von ecwa 7,5 kb 
in einen auf gleiche Wei Be geachnittenen Vektor (Blueseript 
SK, Stratagane Nr. 212205) subkloniert. Dieses als SKL S2 
(H3) WP3-2 bezeichnete Plaamid wurda abenfalla bei DSM unter 
der HinterlegungBnummer 73 S3 hinterlegt. Die in 8EQ ID NO. l 
"gezeigte Sequenainformation Btammt von dem Phagen X 2.7.4.. 
Das AT5 an Position 640 i»t das arste ATG innerhalb des 
Lesexahmena (bei Position 403 tritt ein Stoppkodon auf ) • 
Aufarund der Sequenzdaten iat zu vermuten, daG 69 aieh hi**- 
bei'uni dae Startkodon fur die translation handalt. 

Die genomieche DNA enthalt ein Intron von etwa 2 kb awiachan 
den Basenpaaren 1270 und 1271 von SEQ ID NO. l. Die Bequena 
daa IntronB i.t nioht gezeigt. Die Richtigkeit der Splica- 
atelle wurda durch Sequenxierung einea Atnplifizierungspro- 
dukts bestatigt, das aus einer dies* R*gi°» enthaltanden cDNA 
atamiat. Diaae sequenzinSormaticnen wurden nit Hilfe einer 
laicht modifiizierten Method* erhalten, die auafuhrlich bai 
Frohman (Amplif icationa, ver6f fantlicht von Parkin-Elmer 
Corporation, Issue S (1990), pp ll-U) beaohrieben iat. Es 
wurda dia gleiche ercbryonale n ( die aueh *ur Isclierung daa 
3<-Endes von MP-52 verwendet wurde, unter Eiiwatz ernes 
interaen, in S'-Richtung crientierten. Primer, dar MP-52- 
Sequent (ACAGCAGGTQGGTGQTGTGGACT) revara transkribiert . Ein 
PolyA-Schwana wurde an daa 5<-Snde daa ersten cDNA-Strange 
unter Verwendung terminaler Transferase angefugt. Ss wurda 
aine 2-Schritt-Amplifizierung durchgefuhrt, euerst durch 
Vervendung ainaa aus Oligo dT und ainar Adapt eraequanz beate- 
henden Primer* (agaattcgcatoCCaTGOTC^Cgaagc (Tie ) ) und zvei- 
tena ainea Adapterprimera (AGAATTCQCATfiCC ATGGTCGACO } und 
einas intsrnen Primers (CCAGCAGCCCATCCTTCTCC) dar MP-52 - 
Sequens durchgefC-hrt . Die Amplif izierungsprodukte wurden 
untar Varwendung daa gleichen Adapterprimere und einea uber- 
lappahdan inteman Primer* (TCCAGGGCACIAATGTCAAACACG) der 
MP-52-Saquenz raamplifiaiart . Anschliefiend wurden dx. Raam- 
plifiziarungaprodukta unter Varwendung ainaa uberlappenden 
■ Adapterprimera ( ATTCGCATGCCATGGTCGACGAAQ ) und einea uber- 
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lappenden intemsn (ACTAATQTCftAACACGTACCTCTG) 

"Le .it Bl-tf Bnden in einen Wfctor (Bluascript 

S k, stratagene Nr. 2>220S> kloniert, dar «it BcoRV gasmen 
war. Die Xlane wurden durah ihra sequensOberlappung «it dar, . 
DNA-von* 2.7.4. character isiert . 

weiterhin wurde eiae cim-Bank, hergesteUc an. UK v*n 
huuanan Fibroblast und kloniart initio, ge.creent p.be! 
turden 2 x 106 Phage* getestet, wobai "^^f 
ein ca. 1 kb grofie* fr-B-*" der ganomiachen MP-53-DKA (2 
Excn bis zur Hindm-P^triktionsstalle im 3< -untranaLati**- 
ta» Bereich) dilute. Ea wurde*. 17 Mischplaquaa gapickt, die 
mit PCS. untar Verwendung vwv Priwern aus de« S'- und 
3 '.Bereich der MP-52-Sequan* <lbarpruft mirden. ^ fhi * 
warden 8 Phigenplegue* auagewihlt und 

wurda flMt ein= BcoRI-Partialspeltung aus dem Bhagen itoli«rt 
und in den ebenfalls mit Eco*I gaapaltene* Bluaacriptvektor 
kloniert . 

Sine Segue^ierung einaa der reaultierenden "asmide 
SK52I15.1MP25, =eigte, da* der langata Phaga (1S.1) bei 
• N uklaotid Kr. 321 von SEQ ID NO- l beginnt 
durch da* Sequensieran die Splicestelle (Nuklactid 1270) 

bestacign. 

D aa Placid SKL 52 {K3) MP12 wurde unter dar Hinterlegungs- 
*u*mar 7353 bei DSM (Deuteche Sammies von Mikroorganiaman 

zelikulturen, Ma.charcder Weg lb, 38124 Braunschweig) a. 
J.Q. Deaewber 1992 fcinterlegt . 

Dar Phage A 3.7-* wurde unter dar Hinterlegungantitnmar 7387 
bei dsm am 13. J***** 1^93 hinterlegt. 

Dar Plasmid SK52L15.1MP35 wurde untar <Ser Hinterlegunganumraer 
8*21 bei DSM a» 16. 3uli 1993 hinteriegt. 
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Bsiaqjai.,2. 

Expresaion von MPS 2 

Fur die Expression von MPS2 wurden verschiedene Syateme 
geteatet. Die Verwendung von Vaccinia Viren als Expressions- 
aystem iat ausffihrlich und fur den Fachmann xiacharbeitbar in 
den Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel at al., 
Greene Publishing Associates and Wiley- Interacience , Wiley & 
Sona) itn folgenden abgekurzt mit CP unter Chapter 16 Unit 
16. 15-16 .18 beBChrieben. Das System beruht darauf, da£ Fremd- 
DNA unter Verwendung beatimmter Vektoren durch homologe 
Rekombination in das Vaccinia Virus Genom integriert werden 
kann. Zu dieaem Zweck enthalt der verwendete Vektor das TK 
(Thyraidinfcinase) -Gen aus dean Vaccinia Genom. Urn eine eelek- 
tion auf rekombinante Viren zu ermflglichen, enthalt def 
Vektor weitarhin daa E.coU-Xanthin-Guanin-Phoaphoribosyl- 
Transferase-Gen fgpt) (falkner et *1., J< Virol. 62 {1388) , 
1649-1&54) . in diesan vektor wurde die cDNA mit dam gesatnten 
codierenden Bereich fur MPS2 kloniert. Die cDNA kommt aus dam 
Plaamid SK52L15.1NP25 (DSM, Hinterlegunganummer B421), welohe 
aur Bntfernung eines groSen Tail* da* 5'-nicht translatierten 
Bereichs aber zunachet deletiert und awischenkloniert wurde. 
Dazu wurde daa Plasmid SK52L15 . 1MP25 mit Sail linearieiart 
und stufenweise das 5'-Ende mit dam ExoIII/Mung Bean Kit 
(Stratagene #20033 0) nach Hersstellerangaben deletiert. Nach 
Restriktion mit BamHI wurden die unterschiedlieh weit dele- 
tierten MP53 cDNAb Uber ein Agaroeegel von dem Reatvektor 
getrannt, isoliert und naoh Standardise thoden (Sarabrook et 
al-., Molecular Cloning, second edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Preaa i9fiS) in ainem mit EeoRV und BamHI restrin- 
gierten pBluascriptXI SK- Vektor (Stratagene #212266) zvri- 
aehenkloniert (pSK52s) . Samtliche Rastriktionen erfolgten 
nach Herstellerangaben. Anaequenzierung mit sequenase 
(OSB/Amersham #70770) ergab unter anderem eineri Klon, der mit 
NUkleotid 576 in SEQ ID N0.1 (64 Basenpeere vom Startcodon 
entiemt) beginnt. Aus dieaem wurde fiber Sail und Sad Re- 
striktion dan cDNA-lnsert iaoliert und in den ebeneo gespal- 
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tanen Vektor fur die Recombination in Vaccinia kloniert. Da* 
resultierende Plaemid {p8PJJ»S2a) wurde bei der DSM (Hinter- 
lagunganummer 9217) am 24. Mai 1994 hinterlegt und £<ir die 
Herstellung von rekombinanten Vaccinia Viran eingesetzt. Dazu 
wurden su 80 % konfluent* 143B Zsllen (HuTk- , atcc CRL 8303) 
i» 35 mm Kulturschalan mit Vaccinia Wildtyp Virus in 2 ml PBS 
fur 30 Minuten bei Raumteniperatur unter gelegentiichem 
aehuttaln infiziert U virus auf 10 Zailan) . Naeh Absaugen 
dee Oberstandea und Zugaba von 2 ml jculturmedium <MEK, Gibco 
BRL * 04 1-010 95) wurde fur 2 Stunden bei 37 «C inkubiert. Das 
Medium wurde anschliefiend antfarat und die Transformation 
dieser Zellen mit 100 ng pBE>iMP52a, 2 W Triger DNA (Kalbs- 
thymus, Boehringer Mannheim #104175) und 10 pi Lipofektin 
(Gibco BRL #18232-011) in 1 ml MEM far 15 n bei 37«C *r- 
raicht. Nach Zugabe von i ml MEM mit 20 % FCS (Gibco BRL 
#011-06290) wurd9 fur weitere 24 Stunden bei 37«C inkubiert 
und di* lyaierton Sellen anschlieSend eingafroren. 

Die gpt Selektiem auf di© Xanthin-Guanin-Pho&phoribosyL- 
Transferase und Isolation und Amplif izierung einzelner rekom- 
binanter Viren erfolgte im weeentlichen vie in Unit 16.17 der 
CP beachrieben, mit dam Unterschied, dafi RXl3-Zellen {ATCC 
CCL 37) verwendst wurden. 

Die T n tegration der MP52 cDNA in das Virua-Genom wurde durch 
Dot blot und southern blot Analyae. {CP Unit 16.18) bestatigt. 
Bin rekottbinante* Virue wurde fur Expressicnsatialysen in der 
Zallinie 143B {HuTk-, ATCC CRL e303, human) eingeaetzt. Die 
konf luenten zellen vurden mit der dar Zellzahl entsprechenden 
Anzahl an Viren fur 45 Minuten bei 37»C infisiert und an- 
echliefiend das entsprechende Kulturmadium IKEM, Gibco 3RL 
#041-01095) tit 10 % FCS und Penicillin/Streptomycin (1:500, 
Gibco BRL #043-05140H) zuge^gt. Nach 6 Stunden bei 37'C 
wurde dae Medium entfernt, die zellen zweimal mit b.B. HBSS 
{Gibco BRL 8042-04180M) ge-waechen una Produktionsmedium (x.B. 
MEM) ohne FCS augesetzt. Naeh 20 bis 22 Stunden Produktion 
vurda der Zelluberstand geeammelt. Die Analyae der Expresaion 
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« « n ^ " ""*» naCh ««*«i».thO*u. (CP Chit 

A=«c„ » d Iatab « lOT von Mna.ac.n, slner ^J™^ 
pr^lpitKrt u„ S ^, Mtrifuglert . Kaeh H .. u „ panil0 ^3 10 
Pell«t» in »uftrsg.puf £4r (, M HarnstoH, i » SD « , 

*"°«-oao> «*g««.t<t. Der au{ ^.^^ ( 

nach Standardmethoden. 

^t ik D 6ro a k r i0n W " MP52 ^ Phonal, 

•r.«ist warden. Da 3 u wurd* der reifa Antll von M P S * nit 6 
Hiatidinen *m N-T*rn,i„» a in E . ceii exprimiert und gerelnl 
wie ,. B . baachriaben i„ HochuXi et 1. <BIO/rechnology, Vol 
*. 1321-1325 (1Ma ». Hit beiden AAtiMrpwo i.t S3 £gl ieh ' 

KP52 «nig« mtSimUat erk aiwt wird ale ironware*. «kr dan 
S! fc *r " ?i * Ur 3 Hiihn «-^tiJc*rp e r varw*„d et . 

Vol 8, 934.93* U M0» und Membran . geiunden „ ^ 

Modular Cluing, se cond edition, CeM epring Harbor Labora _ 
T7;T eBS ^ **** Uia * WMlalgt «ar ftn , Ala waiter 
Tn^T r Tf B Anti " ehick ^ ^ G »it gekoppeiter *l fca ii flcher 
Pho e p haCag , ( SisTna Asm) einge9eti!t . Die Detekcion erfolgta 

T Wa " ern - Light *">" in Detection Kit < S erva 
#WL10RC) nach Herstellerangaben, 

Der western blot in Figur 3 zsigt, daS nur bei den rekom- 
binanten Viren, nicht aber bei dsn wildtyp viran (ohne int e - 
jri.rt. Prwd.iw*, mi ape.ifiache Banden auftreten. Die 
Expression von MP52 ftthrt 2U einem e akreti e rten Protein nit 
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einem im.oel unter meat reauzier redusia . 

NO. 2 abzuleitenden Mi-oxetM beaitzt. 
~..<» mOS2 eine GrftBe von 13 •» 

pie ncp»»lc» von MP52 und Sp*ltu * . ft 2ellinie n 

2 u„ ,.ifn »52 let »a C hw-li verech ^ ^ 

(ATCC CCL 10, Hamster), W*c s 

Swiss albino {ATCC CCL 96, waus) lell«n. 

Mossi wurde auch in einem 
„ 4 it e r« eutaryontlsdwn BP«"" » sukleotid 576) in toe 

T4-5olymera9ebehandlUti3 cue w 

1Mert0 «u^ £ — - —Una 

r . strin gi e r«n »d du«h SEtnairdl>et hod». 
«uro£endlge» ** tor f SGS « ,„,,„» „ ao h s«.t*U.«i>ga- 

pS052B <"» 17,05.94 Mi ° veHcor, d=r fte »tn«n 

Da „ 9 „« hin«rl.gt) tern* «t .»■» VeKtor. 
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(Gibeo BRL #18252-011) nach Harstellerangaben kotrans- 
iormiert. Die Selaktion mit G41S erfolgrte nach dem Fachmann 
bekannten Methoden (C£, unit 5*5} und fihrte zu einar Zftll- 
linia, die im Wester a blot nachwsisbar reifas MPS2 produ- 
ziert . 

Bin weiterer Bxpressionsvektor fflr MP52 wurde unter Verwendung des 
Plasmides pABWN (Niwa et aL, Gene 105 (1991), 193-200 und Figur 4), das von 
Dr. Mlyazald zur Verfugung gesteilt wurde, hergestellt 

Dazu wurde das Hind in Fragment m dem Flasmid pSK52s, da9 mit dem 
Nukleotid 576 in SEQ ID NO. 1 beginnt, isoliert und die liberhSngenden Enden 
dutch Behandlung mit KUnow Fragment rtumpfendig gernacht. Dureh 
Ligation des Adapts wurde an belden Fragxnantenden sine Not I 
Reatriktionsschnittstelie eingeftthrt. 
Adapter. AGCGGCCGCT 
TCGCCGGCGA 

Der Vektor pABWN wurde mit Xho I restriagiert, ebenfalls mit dem Kienow 
Fragment behandelt und mit' der intestinalen Aikalischen Phosphatase vom 
Kalb (Boehringer Mannheim) dephosphoryliert. Derselba phosphorylierte 
Adapter wurde anligiert, so dafl nun eine Insertion das MP52-Fragmentes nach 
Reetriktton mit Not I in die generlerte Not I Schnlttstelle des Vektora m6glich 
war. Der reauMarende Bxpressionsvektor wlrd nachfolgend ala Kind III- 
MP52/pABWN bezeichnet. AUe durchgefflhrten ReakHonen fiir die 
Klonierung erfclgten nach Standardmethoden (z.B> CP unit 3.16). 
Die Struktur des Hind m«MP52/pABWN Expressionsvektors wurde durch 
Sequenaierung und Restriktionskartlerung bestatigt, Hind HI«MFS2/pABWN 
enth&It die MP52-Sequen2 beginnend mit Nukleottd 576 und endend mit 
Nukleotid 227 8 in SEQ ID NO. L 

Hindiil-MP52/pABW» wurde la L-Zellan (Maus-PibrobLaeten) trans- 
fisiert, und as wurdan daraua stabile Trans formanten etabliert. 
Dazu wurden Jeweiis 4 jig der Plasmide (Hind HI-MPS2/pABWN Oder 
pABWN) in S x 10^ LpZdlen auf einer 6 cm Kuiturschale unter Verwendung 
von 20 \& LipofectAMINE Reagenz (Gibco BRL #18324-<J12) transfiziert. Dazu 
wurde LOsung A (4 \x& der jewelilgen Piasmid DNA in 200 \il OPTI-MEM I 
(Gibco BRL # 31985)) vorsichtlg gemiecht mit Lfisung B (20 ^1 LipofectAMINE 
Reagenz in S0Q yd OPTI-MBM I) und bei Rautrtemperatur fiir 45 Minuten zur 
Bildung des DNA-Liposcmen Komplexes inkuoiert. WShrend dessen wu<den 
die Zellen efnmal mit 2 ml OPTT-MEM 1 gewasd\en. Fur jede Transfektion 
wurden 1,6 ml OPTT-MEM I zu dem GafHB mit dem DNA-Liposomen 



WO 93/O4S10 



PCTVEP94i0263fl 



- 20 - 



Komplex gegeben- Die Ldsung wurde vorsichtig gemischt und damit die 
gewaschenen Zellisn uberschlchtet. Die Zellen wurden mit dem verdUnnten 
Komplex fQr 5 Stunden bei 37*C im CO2 Inkubator inkubiert. Nach der 
Inkubation wurden 2 ml DMEM (Gibco BRL> Dulbecoo's Modifizlertes Eagle 
Medium) / 20% PCS xugegeben. 24 Stunden nach der Tranafektion wurde das 
Medium mit frischem DMEM/10% PCS eraetzt. 48 Stunden nach Beginn der 
Transfektion wurden die Zellen in eine 10 cm Kulturschale Qberfahrt. 72 

Stunden nach Beginn der Transfektion wurde die G418 Selektion mit einer 
Konzentratton von 800 jig/ml begonneru Die stabilen .Klone erschienen nach 1 
bis 2 Wochen. 

5 mL konditioniertefl DMEM mit oder ohne FCS wurde von konfluenten 
Transfonnanten erhalten, die 3 Tag* in dner 10 cm Kulturschale gewachsen 
waren. Die 2 vers^hiedenen Zellkulturuberatfinde (HindIH-MP52/pABWN 
" und pABWN) transfizierter Zellen sowie Zellysate wurden Im Western blot 
untersucht. Dabei wurde relfes MP52 in kondltlofdertam Medium sowie In 
Zellysaten von Hindnl-MP52/pABWN transfizierten Zellen geftmden. Die 
Klone wurden welterkloniert und MPS2 produxlerende Zellen Jewells nach 
Western Wot Ariaiyse auagewShlt AbschStzungen aus Western blot Analysen 
ergaben MP52 ProdukHon von bia zu 1 mg/L 



Bdusptel 3: 

Bialogische AktivifrSt von MPS? 



Urn die biologlsche AktlvitSt von MPS2 nachzuweisen und die Niitzlichkeit 
dieser Erfindung fQr mediziniache Anwendungen zur Vermeldung und/oder 
Behandlung von Knoehenkrankhelten zu belegen, wurden mehrere 
Experiments in vitro und in vivo durchgefuhrt 



1, In vitro assays 
1.1 

Da eine Steigerung der Glykoaaminoglykan (GAG) Synthase in Chondrozyten 
nach TGF-p Stimulation beschrieben ist (Hiraki et al, Riochimica et Biophysica 
Acta 9$9 (1988), 91-99), wurde untersucht, ob MP52 ebenfalis diesen EinfluG 
austibt Unter Verwendung der ZeilkulturuberstSnde PMEM mit 10% FCS) 
von MP52 produzierenden L-Zelitransforxnanten (fr&nafiziert mit Hind III- 
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Kdmplex gegeben. Die Ldaung wurde vorsichtig gemiecht und damit die 
gewaschenen ZeUen uberschlchtet. Die Zellen wurden mlt dem verdtanten 
Komplex far 5 Stunden bei 37*C im CCfe Inkubator inkubiert. Nach der 
Inkubation vmrden 2 ml DMEM (Gibco BRL, Dulbecco's Modifizlertes Eaele 
Medium) / 20% FCS wgegeban. 24 Stunden nach der Transfekiion wurde das 
• Medium mlt frischem DMEM/10% PCS ersetxt. 48 Stunden nach Beginn der 
Transfektion wurden die Zellen in eine 10 cm Kulturechale uberfQhxt. 72 

Stunden nach Beginn der TransfekHon wurda die G418 Selektion mlt einer 
Konzentration von fiOO ug/ml begennen. Die stabilen Morie erachienen nach 1 
bis 2 Wochen, 

5 ml kcndittoniertefl DMEM mlt ode; ohxie FCS wurde von konfluenten 
Transform anten erhalten, die 3 Tag* in einer 10 cm Kulturschale gewachsen 
waren. Die 2 verschiedenen ZellbjlturuberBtfinde (Hindin-MF52/pABWN 
' und pABWN) transfizierter Zellen sowis Zelh/sate wurden im Western blot 
untersucht Dabel wurde reifes MF52 in kondltlonlertem Medium sowie in 
Zellyaaten. von Hindm-MP52/pABWN transflsierten Zellen gefunden. Die 
Klone wurden welterkloniert und MP52 produtierende Zellen je wails nach 
Western blot Analyse ausgewflhlt AbachSteungen aus Western blot Analysen 
ergabem MP52 Produktion von bia za 1 mg/1. 



BltfpgSfbf AVthrtHft von MPS'? 



Urn die blologische Aktivitit von MP52 nachzuweiaen und die NutzHchkeit 
dieser Erfindung fQx mediziniache Anwendvngen zur Vermeldung und/oder 
Behandhmg von Knochenkrankhelten zu belegen, wurden mehrere 
Experiments in vitro und in vivo durchgefuhrfc 



1. In viiro assays 
1.1 

Da eine Steigerung der Glykoeaminoglykan (GAG) Synthese In Chondrozyten 
nach TCF-p Stimulation besehrisben 1st (Hirakt et al, Biochimlca et Biophydca 
Acta 9$9 (1988), 91-99), wurde unteraucht, ob MP52 ebenfalls diesen Einffufi 
ausubt. Unrer Verwendung der ZellkulturuberstSnde (DMEM mit 10% FCS) 
von MPS2 produaaerenden L-Zelltransformanten (rransflziert mit Hind m- 
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Komplex gegeben. Die tdaung wurde vorsichtig gemiacht und damit die 
nwaKhm ZeUen uberschlchtet. Die Zellen wurden mlt dem verdtontea 
KOTiplex far 5 Stunden bei 37*C im C0 2 Inkubator inkubiert Nach der 

Sf" ,ti f n /^ t l en 2 DMEM (Gibco BRL, Dulbecoo's Modifizlertes Barie 
Medium) / 20% FCS wgegeben. 24 Stunden nach der TransfekBon wurdTcfas 
" ^ edl ^ 1J mlt DMEM/10% PCS eraetzt. 48 Stunden nach Beginn der 

Transfektion wurden die ZeBen in elne 10 cm Kulturschale Qberfuhrt. 72 

Stunden nach Beginn der Transfektiori wurda die G418 Selektien mlt sitter 
Konsentration von fiOO ng/ml bagonnen. Die stabilen JQone erschienen nach 1 
bb 2 Wochen. 

5 ml kendiHoniertea DMEM mit oder ofcne PCS wurde von konfluenten 
Transformanten erhalten, die 3 Taga in dner 10 cm Kulturschaie gewachsen 
waren. Die 2 vexschiedanen ZellkuIturuberBtSnds <Hindin-MF52/pABWN 
'und pABWN) fransfizierier Zellen sowie Zellysate wurden Im Western blot 
untersucht Dabei wurde xeifes MP52 in kondltionlertem Medium sowie in 
Zellyaaten von HindlH-MP52/pABWN transflzierten Zellen gefunden. Die 
Klone wurden welterldoniert und MP52 produzierende Zellen leweils nach 
Western blot Analyse auagewifhlt AbschStzungen aus Western blot Analyaen 
ergaben MP52 Produktion von bia zu 1 mg/1. 



BiOloqiBch* Afctivitift van MPS? 



Urn die biologische Aktivitit von MP52 nachzuweiaen und die Nutzlfchkeit 
dieser Erfindung far mediziniache Anwendungen zur Vermeidung und/oder 
Behandiung yon Knochenkrankhelten zu belegen, wurden mehrere 
Experimente in vitro und in vivo durchgefuhrt. 



1. In vitro assays 
111 

Da eine Steigerung der Giykosaminoglykan (GAG) Synlhese in Chondrozyten 
nach TGF-B Stimulation beschrieben 1st (Kirakt et al., BioeWmiea et Biophysics 
Acta 969 (1988), 91-99), wurde untersucht, ob MPS2 ebenfalis diesen Einflufi 
ausiibfc Unter Verwendung der ZellkulturuberstSnde (DMEM mit 10% FCS) 
von MPS2 produzierenden L-Zelltransformanten (transfiziert mit Hind m- 
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Komplex gegeben. Die Ldsung wu*de veeaiehtig gemUeht und damit die 
pwascheneii ZeUen Sbe?sehlehtet. Die 2elien warden mlt dem vtKianxitetx 
Komplex fOr 5 Stunden bei 37*2 im CQ 2 Inkubator inkubierfc. Naeh der 
^bitkm vnsden 2 ml DMEM (Gibco BRL, Dulbeeee's Modifigleftes Bade 
Medium) / 20% FCS sugegtben. 24 Stunrfen naeh des Tf ansfektion wusde das 
■ Medium silt frisctem DMEM/10% PCS arsefcet. 48 Stunden nach Baeinn der 
Tsmsfektkm warden die Zeflgn in aiae 10 cm Kulfcjgschak fiberfahst. 72 

Stundea xmch Beginn dtf Tgansfekiioa. wvsds dte G418 Sslakgen salt einer 
KeassnteaHoa von £00 jig/ml begemen. Die stebiten-Kkme erachieaen hseh 1 
big 2 Woehea. 

5 ml kofldlH©nie?tea DMEM anit odes ohne FCS wurde von konfluenten 
Tzmsfoxmmtm erhalten, die 3 Tage in eiage 10 em Kulturiehale gewaehsen 
waren. Sie 2 vefschfedeften Zeilkulhiruberiefinde {Hixtd2n-MP52/pABWN" 
' und pABWN) fceansfizterte? Zellen sowis Ze&y&te wusden laa Westtsa blot 
tmtsEsuchi. Babei wuaie yeifee MPS2 -In kondlgoalistsHi Medium sowie In 
gellysaten. von Hindm-MP52/pABWN teansfisiesten ggjlm gefunden. Die 
Kkme wisden welfetdderoe?? und &0»S2 produsierendf Zellen Jewails naeh 
Western bJofc Analyse auigewlhlt, AbsehSfeustgin aua Western blot Analysen 
es'gaber* MJ?§2 Psodu&e'on vein bia au I mg/1. 



Um die biobgischi AktiviiSfc von MPS2 nachsuweisen und die NutzHchkeit 
dies©* irfiflduftg fflr medisinigehe Aawendungan sat Vezmsidung und/ode? 
BehandlttRg von Knechenkrankhelten zu belegen, wurden mehrere 
Experimeflte in vitro und in aiw durchgefOhft 



1. In viira assays 
1.1 

Da sine Steigenmg de? Glykoeiminoglykan (GAG) Synthese In Chond?ozyten 
nach TGF=p StimuleiiOA feesehrfeben ist (Hiraki et aL, Blochimiea si Biophysica 
Aeta 969 (1988), 91=99)/ wurde untersucht, ob MP3Z ebenfsils diesen EfnfluG 
austibt. Untsr Verwendung der ZeilkulturabefstSnde (DM1M mifc 10% FCS) 
von MP52 produzierenden L-ZeHtfansformanten (ftansfisisrt mit Hind m- 
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MP$2/pABWN), wurde die chondrogene AktJvlttt von MP52 in 
Primarkulturen aim fokaten RattenextremitSten getestet. 

Dasu wurden die vier Bxtremltiiren von 16-Tage alten Rattenfeten verwendet. 
Nach Trypeinierung wurden die gewonnenen Zeilen in F-12 Medium 
(Nutrient Mixture Ham's Gibco BRL #21700) mit 10% PCS auf Xoliagen- 
Typ I beschichteten 24-Well Platten mit 3x105 Zeilen ausplattiert und ca. 2 Tage 
bis zur Xonfiuenz kulHviert- Zu 500 Ml Ktitoirmedium (F-12 Medium mit 10% 
PCS) wurden jeweils 56 ul konditfordertes Medium (KM) von Hindni- 
MP52/pABWN-L-ZeDtransfektanten, von pABWN-I^Zelltransfektanten oder 
• nur Medium (DMBM mit 10% PCS) gegeben. Ober einen Zeitraum von 0, 3, 6 
und 9 Tagen wurde F-12 Medium mit 10% PCS sowle den entsprechenden 
ZusSteen verwendet. Alle drei Tage erfolgte ein Wechsel des Mediums mit 
den entsprechenden ZusHtzen. Danach wurde die Kultur fur welters 2 Tage In 
F-12 Medium ohne PCS in Anweaenheit der entsprechenden Zuafitze 
(konditionierte Medien bzw. Kemtrollrnedlum) kuttiviert und dann 35S-Sulfat 
fur 6 Stunden zugesetzt In Polysaccharide inkorporiertes 5 $$ wurde nach 
Pronase E Verdau und PrSadpltation wie in Hirald et al. (Biochlmlea et 
Biophysics Acta 969 (198S), 91-99) beschrieben, gemessen. 

Tabelle 1: 



Anzahl der 
Inkubationstage 

Z 
5 
6 
11 



Radioaktlvitfit (cpm/well) 

DMBM(I0%PCS) KMvonpABWN- KM von Kindlll- 
von KontroU-L- L-Zellrransfektan- MP52/pA5WN-L- 
ten 



Zellen 

3720+114 
4188+1S5 
5546±160 
36791218 



3865fcl20 
4154*29 
3310±115 
3633±167 



Zelltra nsfektanten 
4S79+422 

8223±275* 
9890±1260* 
7520+160* 



Werts bazfsfati aid* ttuf ± S.E.M. ftlr 3 oder 4 Ktiltprjntftze 
p<Bfll V8 DMBM and KM von pABWN-L-Zelltransfektanten (Scheffe'» ttvlliple t«t«») 



Wie in TabeUe 1 gezetgt, etimulieren die ZellkulturflberstMnde der MP52 
produzierenden Transfektanten signifikant die GAG Synthese im Vergleich zu 
reinem Kulturmedium <DMBM mit 10% PCS) oder dem ZeUkultuHiberstand 
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von pABWN-tiansfizierten L-Zellen. Dies 
Chondro2ytendlfferenzi«fung atimulieren kann. 



aeigt, dafi MP52 die 



13 

Bin beschriebener Efftkt Wr einige Mitglieder der BMP-FwnUta 1st die 
Steigerung der alkaline Phosphatase (ALP)-Akttvitat in Osteobksfen. Dje 
kloifak RaW-Zdlinie RDB-C2$ (C-26) «MJ zu den O?*?"?*^^^^ 
fruhen Reifestadiums (Yamaguchi et al., Caldf. Tissue tat. 49 (1991 , 221-225). 
FOt wteoinduktive Proteine wie t* das BMP-1 tat dte PjjjgJ* «r 
Stelgerung der ALP-AktivitHt bei Yamaguchi et «L Q. Ceil Biol. 113 (1991), 681- 
687) beschrieben. 

Der- Elnflufl von MP52 auf C26-Zeller. wurde wie folgt untersucht: Die C2«- 
Zelton wurden mit 3 x 10* Zellen pro Well In eine 24-Well Platte auagesat und 
in *-MEM (Gibco BRL) / 10% FCS Wa zui Konfluerw kultiviert, Pro Well 
wurden 56 ul des Zellkulturuberstandes von MP52 produaerenden l- 
Zelltransfektanten (Hind m-MP52/pABWN) teWjJ ^^^g^ff 
pABWN-L-ZelltaanBfektartten oder nur Zenkulturuberatand (DMBM nut 10% 
FCS) von L-Zellen zu 500 \il des C-26 Zelikulturmedlums gegeben. Bin 
Mediwnwechael mU den entejwechenden Zusat^n erfblgte all* drei _Tage. Die 
AtP-Aktlvitat in den Zeilextrakten wurde nach 0, 3; 6, 9 und 12 Tagen mit 
Hilfe von Standardtechniken basierend auf P-NiW^ytJ5«^*^ 
Substrat, wie z3. beschrieben bei Takuwa et al. (Am. J. Physiol. 257 (1989), E797- 
EBQ3)/bestimmt 



Tabelle 2: 

Azuahl der 
Inkubationstage 

0 
3 
6 
9 
12 



ALP-Aktivitat (nmol/min) pro Well 

DMEM (10%FCS) KMvonpABWN- ^J^Jgjg 1 : 
von Kontroll-L* LrZelltransfektan- MF52/pABWN-L- 
ten 



Zellen 

41,8+2,8 

136,3±3,7 

129,0+.7,8 

118,4±3,7 

121,213,2 



41,8±2,8 
125,8±2,S 
119,3±6,4 
110,1+2,8 
125,3*6,0 



ZelltranBfektanten 
41,8+2,8 
181,3±14,2* 
258,0+8,3* 
258,4±10,6* 
237,8±U,0« 



Wetw bsriehan sld\&vi± S.O. fUr 4 KulturaflsSta 
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«: p<001 va DMEM und KM von pABW^L-Zdlbransfekterthtn (Scheme's multiple t-fs&t) 



Wie In Tabelle 2 gezeigt wird, steigt die AIP-Aktivitft dur ch die MP52 Zugabe 
signifikant im Vergleich 2u reinem DMSM/10%FCS Medium und Medium 
von pABWN-inflzLerten L-Zellen an. Dieses Ergebnia fceigt, dafl MP52 nicht 
nur die Chondrosyten Differenzierung, aondern auch Osteoblasten 
Dlfferanrierung und Keifung bewirken kann. 

line wettere Osteoblastenzellinie (MC3T3-E1, Maus), die wie bei Takuwa et aL 
(Biochem. Biophys. Re*. Com, 174 (1991), 96-101 ) beachrieben durch BMP-2 
Behandlung einen Anstleg der ALP-Aktivitfit zeigt, gibt nach Inkubatton mit 
konditioniertem Medium von MP52 produzierenden L-Zelltransfektanten 
(Hind in-MP52/pABWM) oder Medium nach MP52 Produkfion dutch 
Infektion mit rekombinanten Vacdnia Viren keine VerSnderunz der ALP- 
AktivlWt Dies weiat darauf hin, dag MP52 z.T. eine von BMP-2 abweichende 
Zellepeaifitat bealtet Unterschiedliche Funktlonen bedingt durch verschiedene 
Zidorte fur die einzelnen TGF-p Familienmitglieder kfinnen von grower 
medizinfecher Relevant seLn. 



2. In vivo Experiment* 
2.1 

Die auesagekraftigste Mbgllchkeit Knochenentwicklung zu untersuchen, 
baatert auf der ektopischen Knochenblldung in vivo. Diese kann z.B. durch 
Implantation von entminerallsierter Knochenmatrix induziert werden CUrist, 
Science 150 (1965), 893-899), Durch Kombination von inaktiver Marrk mit 
knocheninduzieienden Proteinen kann der gleiche Prozess induziert werden, 
wie es z.B. beachrieben irt bel Sampath et aL (PNASt'S (1981), 7599-7603). Dieser 
KnochenblLdungaprozefl gleicht dem der embryonalen enchondralen 
Knochenbildung und der adulten Knechenheilung. Somit bietet diese 
Methode die Moglichkeit, Proteins auf ihre FMhigkeit zur Knocheninduktion 
in wm zu untersuchen. * proo.Satl.itoaa.Bci. usa 

Fiir ein aoiches Experiment wurde MP52 Protein, welches durch Expression im 
Vaccinia System (siehe Beiapiel 2) gewonnen wurde, teilgereinigt und 
Implantiert. 

Dazu wurden 143B Zellen (HuTk-, ATCC CRL 8303) in Kulturschalen und 
Rollerflaschen bis fcur Konfluenz angezogen und, wie in Beiapiel 2 fiir 
Expreesionaanalysen beschrieben, mit rekombinanten Viren infiziert, 
gewaachen und fur ungef&hr 20 Stunden MP52 in MEM (Gibco BRL, ca. 1 ml 
pro 10* Zellen) akkumulieren gelassen. Als Kontrolle erfolgte der gleiche 
Aneatz durch Infektion mit Wiidtyp Viren. Zellkulturfiberstand 
(konditioniertea Medium) von jedem Anaate wurde gesammelt und 
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zenSflfugieft (40000 x g fur 30 Minuten bei 4°C). Zur Entfemung der Viren 
wufden die UbertfBnde (ibe? anorgawsehe Filter (0.1 jim Porengr60e, 
Whatman, Anotop 25) fflteiert, Im Veslauf der Charakterisierung von MPS2 
kermte gezetet werden, daS dieses Protein an Heparin Sspha^oae bindefc. Dieses 
Verhalten wurde fur dne Teikeinigung eusgenutet. Dasu wurde das filttierte 
und zentrifugierte, kortditlonierte Medium auf dne Endkonzenttation voa 50 
mM Tris pH 7.0, 100 mM NaCl und 6 M Hamstoff gebraeht und auf sine 
Heparin Sfiule (HlTrap w , Pharmacia 0S7-O4O7-O1), die aquilibrlert war in 
Puffer A <50 mM Trig pH 7.0, 100 mM NsCl und 6 M Harnetoff), geladen. Die 
beladene Saule wurde mil Puffer A gewa?chen und mlt einem line&ren 
Gradienren nach 100 % Puffer B (50 mM Tela pH 7.0, 600 mM NaCl und 6 M 
Hamstoff) bei einer Durehflufirate voa 0.5 ail/min innerhalb von 50 mln 
eluierfc (2/5 sd pro Fr&ktion). Die Veewendung von Hamstoff 1st nicht 
swiagead, tjber Western blot Analyie (elehe Beisplel 2) konnte uberprtift 
werden, dafi MP52 sepseduzierbar haupteSehlich in 2 Ffaktionen bei ungeffihr 
250 bia 400 mM NaCl eluierfe. Aliquots dieser Fraktionen warden ebenfalls in 
nach Heratellerangaben mit Silbes gefMfbten 15%igen Polyacrylaxnidgelen 
(Silver Stain-21, Daiichi SSE140000) i&erpruft uM die PraMionen gepooli. Die 
vergleichbaren Fsaktionen nach Reinigung von konditioniertem Medium 
naeh Infektion mit Wildtyp -Viren wurden nach Analyse in mit SUber 
gefigfeten Gelen abenfaUa gepoolt. 

Aus weiteren Untersuehungen su MP52 ergab sich, dafi MPS2 auch an 
Hydroxyapatit bindet. Deahalb ist es prinsipiell mSglfch, eine sasateliehe 
Reinigung dutch eine HydroxyapafcitaSule su erreiehen, bzw. eine 
HeparinsSule durch eine Hydroxyap&titeaule (a.B.: BIO-RAD, Bcono-pac HTP) 
su eesetaen. Denkbar sind fur weltere Aufralnlgungen auch andere dem 
Faehmann bekannte Methoden wie z.B. Gelslebsfiulen, 
loaenaustauschersaulen, AffinitStssaulen, Metallchelatsaulen Oder SSulen 
basierend auf hydrophobe Wechsehvirkungeri. , 
Das tlber Heparin Ssphas?ose Chromatographie vorgereinigte MP52 Protein 
bzw. die entsprechend noch kontamlnlesenden Protelne, die alch auch in den 
Wildtyp infizierten Zellkulturuberatlnden beflnden, wurden welter mlt Hilfe 
eiaer Reversed Phase HFLC aufgereinigt Dasu wurde eine C9-SSule 
(Aouapore RP300^ Applied Biosystems, Partikelgr6fie: 7l*m r PorengrB^: 300A) 
amiilibrlert mit 10% Puffer B (Puffer A: 0A% trifluorewlgalure; Puffer Bj 90% 
Acetonitril, 0,1% TrifiuoreaslgsSure). Nach Beladung der Sfiule mit den- 
gepoolten, MP52 ehthaltenden Praktionen der FiaparinsSule wurde ausgiebig 
rait 10% Puffer B gewaschen. Das gebundene Protein wurde mit folgendem 
Gsadienten eluiert: 10 bis 50% Puffer B ilber 20 Minuten und 50 bis 100% Puffer 
B ftbes 50 Minuten. Fsaktlonen au 500 ul wurden geaammelt und aowohl im 
Western blot ali auch in mlt illber geffirbten Gelan analysiert. Das MP52 
Protein eluiest unter den gewlhlten Bedlngungen ungeffihr Im BereLch von 
§§ his 65 % Acetonitril. Die Fraktionen mlt MPS2 wurden gepoott. Das glaicha 
erfolgte mit den korrespondiefenden Fsaktiorten bus der Kontrollreuugung 
von Zellkulturuberstand der mlt Wildtyp-Viren infisiecten ZeUen. 
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Nuton Blot Analyse auf ROB . C26 . 

eine detttlieli* Stsigaruag der alp.aicmvk 
13, aaeh drei XnHubatioasfcagea- 

P^piell so,** v^n.^ J**^-— *2S*»S* 

hessestellte Matrices, bavoreutf sjnd §b 5^3tenwtide Knochenmateix 

von Ratten vsswendet , die to ^f^S^J wurdfi. Die Httwtaoelwr 
(FNAS SO pm, «^. b "fSK£? gS Suite «ttwtowl«. rt und 
fltanttf ufld Tibia) warden in 0,6 M f ^ ^jT Z nt5ttait N ach Waschen mit 

pulvfrtstett and PmikelgrfiSen 3 ™J^Jr bel aaumt©mperat«J in 4 M 

$£*A* v«c*W«« dem Fadunann bdnK Mefcoden »H 4* 
<ixteahie*ten 'flier Heparin Ssphaross als 

«uch Reversed Phase ^nJ^ »it J« 25 «g MMnx pro 

I^dle Implantation von ^^^^ ln) , kUw aim* 

a lte Ratten (Whirtaz vjwwd * *V d g* S SC M mit 0,5 ml KtftMtt 

AbSirag M£> «"£JJ» Siltoung (Delta ?harma) 

KafttcolltJEOteine wtfdtti mit 0,9 Jiger **JJ Di Muskeltaschan sowie 
• S&tund ta^^ S^SSS — . Die Ratten 
die noiwendigen HautsehmUe wumen lmieEt 

wurden mit ^ do6 ^ a / T f^Sn^ ImpWe aw den Ratten 
Nsch 18 bsw. nach U 7T£JS2Lhun^ri [ flxiect. Da das Xmplantat 

mit MP52 naeh 26 Tagen beeelts ma ™J2Swm a VO n Dton»chnl«en in 
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"Sorted ofttoldbMung «m« 0 «m«l ^ b !ffi«X 

mit einer Matnx, m aer uig« " >v w 

in Mart. Nmrti ^ diese sowohl mit wecsngew 6 
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rfichtes Material an 

w . i- Tabsllfi 3 aufgelistet, zelgt die ^^^S^Terenden L-Zetten. 
Ergebnisse beraugen, *^ 

- ^ de Koatrollzellen 
MPB P M« (pABWN) 
<Hiridm-MP52/pABWN) 0/3 

dichtes Material bei 3/3 
Chondrocyten Mi 

Histologic 3/5 

K&Wflai«8nde 

Knorpelblldung bel 

Hiftologie 

-».ft MPBi Protein die BiiduAg 
sin* ale ***«3* dlft Hint * lc htlich sind. 
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PATENTAUSPRtCHE 



no^bteMU, das for ein Protein d*r ^P-fi-Pa«ilie co- 

tlr^an^ daa r*if« Protein ccdisrenden MMil und 

g , g «b*nenf*H» w«itere fuktiootll* Anteile der in 
SEQ ID NO. l gt-seifltea SuTtlaotiaatquenz, 
(b) eine der Sequent aus {•) itn Rahmen der De S enarRtion 



dee geneti.cha* oodM entsprachende Kukleotidse- 



cruenz, _ 
elnem «llelisch.n Mrivat miner tor s«p«««« «« 

(31 .in. mlt einer der S.qu.n».n TO. (»> - 1"' » a « ,c > 
bybriai.ierend. WM»*M»«I<>»a« umfaSt 

a. » i» «"« *• *•»». ter 

eodlerenden Witeil vollstSmiig enthalt. 

*w 7*7' 8 . K < n . * e i • » » • « ' 

M er »ind««» .in. W*. a*-***"' 

' Aaspruch "1 enthAlt . 

U L. *». M n.ch * od« «— Ve,«r 

Mch snopruoh 3 t»Mlon«i«« Ut. 

^ n.c h to =pru=h »' # k . „ „ , . 4 0 h » . t . 

LI ! ie mm**., .in — pfx-i"- 0481 

eina tierische Sells ist. 

Protein dar TGF-fc-FamUi*, da* von eiaer wx-s.q»~* 
uach AnBpruch 1 eoditsft wird. 
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.•;£..-•,. Protein nach Anspruch S, 

V "' ' ' d a d u r c h gekennxaichnet, 
da& es die in SEQ ID NO. 2 geseigte Aminoaaurasequena 
Oder gegebenenfalla fiunktionelle Anteile davon aufweiat. 



Verf ahren sur Heratellvng einea Proteins der TOF-fi-Pami- 
lie, 

d a d u r c h gekennxeiehnftt, 
daS man eine W^rtsselle naeh Anspruch 3 Oder 4 kulti- 
viert und d*a TQF-fi-Protein aua der Zella oder/und dam 
Kulturdberstand gewiant. 

%Sft& Phamaaautische zuaaratnensetaung, 

dadureh" g«Hoan»«i ,flhnet ' 
dafi a la mind*Btens tin Protein nach Anepruch 5 odor 6 
ale wirketoff gegebenenfalls ruaammen tnit pharmaseutiaeh 

flblicheii Trager-, Hilfe-, Verdunnungs- -oder Eailatoff en 
enthalt . 

s%\ Pharmazeutische Zusawmanaetxung nach Anspruch 8 sur 

Behandlung oder Prevention von Xnochen-, Knorpel-, Sin- 
degawebs-, Haut-, Schleimhaut- , Epithelial- oder Zahn- 
aehfidigungen, arar Anwendung bei Zahnimplantatan und *ur 
Anwendwg in WunSheilungs- und Gewebewiederhera tal lungs - 
prozeaaen . 



Antikorper oder AntikBrperf ragmante , 

dadureh s eke»n*eichnet 

dafi si* an ain Protein nach Anspruch 5 oder 6 binden. 
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